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摘要 : МЕ ГНА УР ЈЕ 8 Е ( 亚 种 ) 和 外 群 3 种 的 线粒体 12S 和 165 rRNA 基因 部 分 DNA 序列 ， 比 对 
后 序列 长 共 949 bp， 其 中 变异 位 点 数 320， 简 约 位 点 数 206。 邻 接 法 和 最 大 简约 法 分 析 的 系统 关系 树 一 致 表明 内 
群 为 一 单 系 群 ， 其 中 腺 角 蜂 首先 与 其 他 物种 分 开 ; 沙坪 角 蜂 与 宽 头 短 腿 蜂 聚 为 一 支 ; 余下 的 5 种 QERO ЯШ 
组 成 一 文 ， 其 中 小 角 蜂 短 肢 亚 种 的 广西 种 群 和 香港 种 群 聚 为 一 亚 支 ， 另 一 亚 支 包括 峨眉 角 蟾 、 小 角 蜂 指名 亚 
种 、 尾 凸 角 蛤 和 重庆 武 隆 的 角 蜂 种 ， 后 两 种 角 丹 进化 关系 最 近 。 本 结果 支持 短 肢 角 丹 为 有 效 种 ， 同 时 提示 腺 角 
8E. VOPERS NE Ej SR BR ТГ ВЕЗЕ ЈЕ 3 个 不 同 的 亚 属 或 属 。 
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Phylogenetic Relationships of Some Species and Genera 
in Megophryvids Inferred from Partial Sequences of 
Mitochondrial 125 and 165 rRNA Genes 


JIANG Jian-ping'?, YUAN Fu-rong?, XIE Feng!, ZHENG Zhong-hua! 
(1. Chengdu Institute of Biology, the Chinese Academy of Sciences, Chengdu 610041, China; 
2. Department of Physiology , the University of Texas Health Science Center at San Antonio, TX 78229 - 3900, USA) 


Abstract: Fragments of mitochondrial 125 and 16S rRNA genes of 17 individuals were sequenced, including 8 
species (subspecies) of 2 genera Megophrys and Brachytarsophrys of Megophrinae, and 3 species used as outgroup in- 
cluding the genera Bombia , Oreolalax and Scutiger. Results pairwised by Clustal W show that there are 949 bp in length 
with 320 variable sites including 206 parsimony sites. The average contents of T, C, А, and С are 25.696, 24.0%, 
29.8%, and 20.6%, respectively, and the ratio of transition to transvertion is 1.3. The phylogenetic relationships of 
these taxa were analyzed using programs of Neighbor-Joining and Maximum Parsimony. The results show that the ingroup 
are clustered together as one clade, of which 3 individuals of M . glandulosa were clustered together (BSP = 100%) and 
firstly diverged from the other taxa (BSP = 100%), 3 individuals of В. carinensis were clustered together (BSP = 100%) 
as sister group of M . shapingensis , the rest 5 taxa formed together and included two groups, one consisting of two popula- 
tions of M . minor brachykolos from Longsheng of Guangxi and Hong Kong, the other containing М. omeimontis , 
M . minor minor, M .caudoprocta and M .sp from Wulong of Chongqing, the later two species are closely related. These 
results support M . brachykolos as a valid species rather than a subspecies of М . minor, and suggest that M . glandulosa , 
M .shapingensis and B . carinensis may belong to three different subgenera or genera. 


Key words: Megophryinae; Megophrys; Brachytarsophrys ; Atympanophrys; 125 rRNA gene; 165 rRNA gene; 
Phylogenetic relationship 
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Ў S E F ( Megophryinae ) 3/6 88 ZW F} ( Pelo- 
batidae) ,是 无 尾 类 系统 中 的 过 渡 而 又 较 古老 的 类 
ЯҒ. ЖЕ Fei et а1(1990) £f 8 IERI Zhao & Adler 
(1993) 12 H- 85 Ji ( Atympanophrys ) НХ л, ff tE V. 
ЖАН 4 JE, BI ££ 1 JE. ( Megophrys ). 59 ЋЕ ї& 6 
( Brachytarsophrys ) 3 fE 88 Jg ( Ophryophryne ) 和 无 耳 
WEE. BERRA 30 余 种 ,其 中 多 数 种 在 我 国有 分 
布 , 某 些 属 种 的 分 类 学 问题 尚 有 争议 (Xie & Wang， 
2000). APEI A AAEH R Tian & Hu(1983) 根 
НӘР SIFE , 9 3E Н (M . carinensis ) 和 沙坪 
8 ( М . shapingensis ) J ff 88 Jg 7 HA m ar al У, 
Dubois & Ohler ( 1998) 1А 37 FE BE YS ЕЛУ f 23 ME. JR VH 
ЖАМЕН,/Н Fei et al(1990) Zhao & Adler( 1993) fk 
据 形 态 学 上 的 资料 仍 将 其 作为 一 个 有 效 属 , 而 依据 
分 子 数据 的 分 析 结果 疝 有 分 睹 ,Liu & Yang(1994) 根 
据 同 功 酶 的 研究 结果 对 短 腿 蟾 属 是 否 为 独立 属 提出 
了 疑问 ,但 Бао & Yang(1997) 的 染色 体 研 究 却 认为 
该 属 为 有 效 属 。 由 此 看 来 ,该 属 是 否 有 效 仍 值得 进 
一 步 研 究 。 

对 于 无 耳 蟾 属 , Dubois & Ohler(1998) 认 为 应 是 
角 蟾 属 的 一 个 亚 属 ,而 Есі et al(1990) 认 为 Tian & 
Hu(1983) 的 观察 有 误 , 该 蟾 实 有 和 耳 柱 骨 , 因 此 ,无 耳 
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也 认为 Tian & Hu(1983) € yr ZG НЕЛИ А xk 
要 特征 ( 即 无 耳 柱 骨 ) 为 解剖 时 观察 有 误 所 致 ,并 建 
ИИ Н ЈЕ Р, ВПУ ЈЕ. (Н Бао & Yang(1997) 
Its ЖР Н УЛАН ЕН. XX UG 
疑 增加 了 该 属 分 类 地 位 的 复杂 性 。 

在 线粒体 基因 组 中 ， 与 控制 区 和 Cyt b 基因 等 
THEE, 12S 和 165 rRNA 基因 较为 保守 ， 即 后 两 者 
的 进化 速率 偏 慢 ， 很 多 人 研究 常常 应 用 它们 来 分 析 比 
较 高 级 的 分 类 阶 元 如 科 级 间 的 系统 发 生 关系 (Нау 
etal, 1995); 但 Jiang & Zhou (2001a, b) 报道 
125 rRNA 基因 在 蛙 科 内 亚 科 、 属 和 种 间 也 存在 大 
的 差异 ， 能 比较 好 地 反映 出 它们 的 系统 关系 。 因 
此 ， 我 们 拟 依据 线粒体 12S 和 165 rRNA 基因 片段 
的 序列 数据 ， 分 析 角 蚁 亚 科 部 分 属 种 的 分 子 系统 关 
系 ， 进 而 探讨 相应 的 系统 学 问题 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

ЖЛ Г ЗЛИВА Е 7 种 OER), 
ХЭЛЕ Е 1 Ж. АЕР 18 5 (Bombina) 1 种 、 
ЖЕН (Oreolalax) 1 Ж. АН (Scutiger) 1 
种 ， 共 同 作为 外 群 进行 比较 分 析 。 所 有 样品 信息 见 
表 1， 分 类 系统 依据 Fei (1999)。 


表 1 样品 种 类 及 采集 地 
Table 1 Species and localities of the samples 


种 名 Species 
外 群 Outgroup 
ЖЕ Bombina orientalis 
ЖЕЖ Oreolalax major 
ARI Scutiger boulengeri 
内 群 Ingroup 
ALK Brachytarsophrys carinensis (1) 
ALKI B. carinensis (2) 
ЖЕ В. carinensis (3) 
INAS SIEP Megophrys minor brachykolos (HK) 
JASE} М. minor brachykolos (18) 
МЯЎ TR ERE М. minor minor 
Vb PEfü M. shapingensis 
ÆR fM М. caudoprocta 
i JE] fli М. omeimontis 
БЖ М. glandulosa 
ААЖ М .sp 


个 体 数 No. of samples 


地 点 Locality 


1 北京 Beijing 
1 pu J1| 2E 3E Hongya, Sichuan 
1 四 川 康定 Kangding，Sichuan 


1 四 川西 昌 Xichang, Sichuan 

1 云南 Yunnan 

1 四 川 九 龙 jiulong，Sichuan 

1 香港 Hong Kong 

І 广西 龙 胜 Longsheng, Guangxi 
1 四 川 九 龙 Jiulong, Sichuan 

1 四 川越 西 Yuexi Sichuan 

l 湖南 桑 植 Sangzhi ，Huanan 

2 四 川 峨眉 Emei, Sichuan 

3 云南 腾冲 Tengchong, Yunnan 
1 重庆 武 隆 Wulong，Chongqing 


4 期 


1.2 总 DNA 提取 

取 动 物 腿 部 肌肉 〈 鲜 样 或 酒精 保存 样品 ) 适 
量 , 置 1.5 mL 的 Eppendorf 管 中 ， 加 入 裂解 缓冲 液 
(0.25 mol RE, 10 mmol Tris-HCl, 1 mmol EDTA, 
рН 8.0) 450 uL 浸泡 样品 ， 然 后 再 加 入 1096 SDS 50 
uL, 20 mg/mL EAK 10 uL, 45 CK 3 ~ 24 h。 
然后 采用 常规 酚 — 氯仿 抽 提 法 提取 总 DNA, 4 "C48. 
存 备用 。 
1.3 目的 基因 片段 的 扩 增 和 序列 测定 

扩 增 125 rRNA 基因 片段 的 引物 为 L1091 (5”- 
GCT TCA AAC TGG GAT TAG ATA CCC CAC TAT- 
3”), Н1478 (5’-TGA СТС САС АСС СТС АСС ССС 
ССТ GTGT-3') (Kocher et al, 1989); 扩 增 16S 
rRNA 基因 片段 的 引物 为 L (5’-CGCCTGTTTAC- 
CAAAAACAT-3 °), Н ( 5"-ССССТСТСААСТСА- 
GATCACGT-3') (Simon et al, 1994), L f&3e E Jf 
引物 ，H 代表 下 游 引 物 。 反 应 体积 为 30 uL, 
Promega 公司 配备 的 反应 缓冲 液 3 uL, 25 mmol/L 
MgCl; 2.2 uL, 2 mmol/L dNTP 2.2 uL, 10 pmol/uL 
引物 各 luL, 5U/uL Тад 聚合 酶 0.2 pL, А DNA 1 
uL C& 10-100 ng), ddH;O 补足 到 30 uLo PCR 反 
应 在 PTC-200 或 PE-2400 型 基因 扩 增 仪 上 进行 。95 
CHEE 4 тіп; 95 CŒ 40s, 53 СІН К 40s, 72 
TC 延伸 60s， 循 环 次 数 为 3$3 К; 72 "C HERETR 7 mino 
扩 增 产物 用 WizardIM PCR Preps DNA 纯化 试剂 盒 
(Promega 公司 ) 纯化 ， 最 后 根据 琼脂 糖 电 泳 检测 和 
定量 。 序 列 测定 委托 大 连 宝 生物 工程 公司 采用 ABI 
377 基因 分 析 仪 测定 。 
1.4 序列 分 析 

用 Clustal W 程序 (Thompson et al, 1994) 对 
测定 的 序列 进行 对 位 排列 ， 合 并 125 和 165 rRNA 
基因 片段 序列 ， 用 MEGA2.1 (Kumar et al, 2001) 
分 析 各 物种 间 DNA 序列 差异 ,依据 Kimura 2-pa- 
rameter 模型 采用 MEGA2.1 中 的 邻接 法 (neighbor- 
joining method，NJ) 推演 系统 关系 。 在 重建 系统 树 
时 ， 全 部 去 除 插入 缺失 和 不 定位 点 。 同 时 用 软件 包 
PHYLIP (version 3.5c, Felsenstein, 1985) 中 SEQ- 
BOOT 软件 将 仅 有 简约 信息 位 点 的 序列 数据 生成 
100 个 republicate， 用 DNAPARS (最 大 简约 法 ) Ж 
件 构建 其 系统 关系 树 ， 最 后 用 CONSENSE 软件 生成 
— Зо. НЖЖ. ХӘН A 2508 ВОЛН 
同 基因 片段 的 序列 作为 外 群 比较 和 用 目 举 检测 
(bootstrap test, Felsenstein, 1985) 估计 系统 树 中 各 
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结 点 的 置信 值 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 DNA 序列 特征 

2.1.1 序列 比 对 与 位 点 特征 ”12S rRNA 序列 用 
Clustal W 软件 进行 比 对 排列 ， 共 有 383 bp， 其 中 变 
FIZERA 129, 简约 位 点 77; 内 群 物 种 间 变 异 
核 车 酸 位 点 58， 简 约 位 点 51 (E 1, 位 点 序号 在 
383 以 前 )，T、C、A、G 碱 基 平均 含量 分 别 为 
24.6%, 25.0%. 28.396. 22.1%. 16S rRNA № 
列 经 Clustal W 软件 进行 比 对 排列 后 共有 566bp, Ж 
中 变异 核 昔 酸 位 点 191， 简 约 位 点 129; 内 群 物种 
IAE SERE E ex 101， 简 约 位 点 80 (图 1， 位 点 
序号 在 384 以 后 )，T、C、A、G 碱 基 平均 含量 分 别 
是 26.6%、23.3%、30.2%、19.8%。 总 的 T、C、 
A. G 碱 基 平 均 含 量 分 别 是 25.6%、24.0%、 
29.890, 20.690, 8% IBERIA 1.3. AR 
失 位 点 很 少 ， 内 群 仅 有 8 处 (图 1)。 

2.1.2 同一 物种 内 单 倍 型 情况 ”从 图 1 可 知 ， 宽 
ӨНЕ 3 个 个 体 ( 采 于 不 同 地 点 ) 在 165 rRNA 
基因 上 无 替换 发 生 ， 而 在 125 rRNA 基因 上 发 现 2 
种 单 倍 型 ， 但 只 有 1 个 碱 基 发 生 蔡 换 ， 即 西昌 个 体 
由 C 转换 为 G (图 1 中 位 点 序号 为 377); RAIS 3 
个 个 体 间 也 仅 在 125 rRNA 基因 上 发 现 2 种 单 倍 型 ， 
也 只 有 1 个 碱 基 发 生 替换 ， 即 2 个 个 体 由 A BISOUS 
G (图 1 中 位 点 序号 为 259); 而 2 ТЕН ЕТ 
间 则 在 165 rRNA 基因 上 发 生 З 处 颠 换 ， 其 中 1 处 
НСА УА (图 1 中 位 点 序号 为 385)，2 处 由 了 
Bude C (图 1 中 位 点 序号 分 别 为 390、391)。 小 
角 蜂 短 肢 亚 种 的 2 个 个 体 代 表 两 个 地 理 种 群 ， 它 们 
间 的 碱 基 替换 达 36 处 ， 其 中 11 ЯМЕ 125 rRNA Ж 
因 段 ，25 外 在 165 rRNA 基因 段 。 

2.1.3 遗传 距离 特征 ”从 序列 特征 情况 看 ， 在 进 
行 序列 闻 核 苷 酸 蔡 换 数 的 分 析 时 采用 Kimura 2-pa- 
rameter 模型 比较 适宜 。 表 2 为 依据 此 模型 求 得 的 遗 
传 距离 ， 在 外 群 和 内 群 之 间 是 0.198 (ХА, 
KARE) 到 0.243 (АЙЛА АЛАША); 在 内 
群 中 ， 属 内 种 间 是 0.012 (М.рМИЕНЯН) 到 
0.116 ( 短 肢 角 蟾 对 腺 角 蟾 )， 属 闻 为 0.063〈 宽 头 
Au Beo UP BEfg SS) 到 0.110 СЛИ 
Ше), ВЕРА КА ЕК ИЕР 
科 (Leptobrachiinae) 中 两 个 相近 属 BASA AA 
突 蟾 属 ， 它 们 间 的 遗传 距离 为 0.129。 
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OC 
Site order 11111111 1111111111 1111111111 1112222222 2222222222 
| 111122 2222233333 3445555789 9912223333 4444445667 7788889999 9990000011 1111122222 
Species 3459056801 2348923456 8373789591 3765670356 0567897252 8902450123 5890137801 2578901234 
B. orientalis CTATCTAGCT CAAAACACCA ССАССССССС СААААСССТА TACTTCTCAA GCCGCCCGTG GAA--TAGCA CTATAAGTCA 
О. major .CG...T. TÍ. А.Т..ТТТТ. TA..GT...T. Т. G. TAAAC . GT... A..G T.. ATTTA.. A. ТТТС. АТТ . A.. C. C... 
5. boulengeri Т. б..СТА.. A. ТТТ. TA.. TA. A. AT. TT aw CTAA. T D. 222. A..G ... AT. TT.. A.. ACCG. TT AG.. TGAA. . 
В. carinensis (1) .... T. T. AA АТ------.- T...GT.AT T... IT. AT ..TC..CTGT ... ATG.T.. .C. --.С.ТТ A. GCCTAC. C 
B. carinensis (2) ..T.T.AA AT------ .~ T...GT. A.T T?...T.A.T ..TC..CTGT ... ATG. T.. .C. --. C. TT A. GCCTAC. C 
B. carinensis (3) ..Т.Т.АА АТ------ - T...GT.A.T Г TAT 1C CTOT <: ATG T. - C. -—. C. TT A. GCCTAC. C 
A. shapingensis ..CT. T.. A АС------ C TTG. СТТА. T T....T.A. T .. TC. T. TGT ... ATG. TCA . T. C. TT T. GCCTAC.. 
M. m brachykolos (HK) .СТ.Т... TC------ pa e NT T? ТАС ССТТ САТТА C. TT A. GCCTTCTT 
M. omeimontis (1) СТ. Т.Т. А-------Т- . T..GI.A T T... T.A.C .. TC....GT ... ATG. A. A . CT--AC. TT A. GCTTTC. T 
M. omeimontis (2) CT. T. T. A------- T- . T.. GT. A. T T. .-. T. A. C .. TC.... GT ... ATG. A. A . CT--AC. TT A. GCTTTC. T 
M.sp CT. T. T. T.------ ,~ .T.. GT. A. T T?. .. T- A.C .. TC.... GT ... ATG. C. A . CT--AC. TT A. GCTTTC. T 
M. caudoprocta CT. T.T. Т.------.- .T..GT.A. T T....T.A C .. TC....GT .. AATG. C. A . CC--AC. TT A. GCTTIC. T 
M. glandulosa (1) CT. T. TA . T-—--- -~ ..6G. GT. A. T T. G. . T. AC. 2 CC... GT . T. ATG. TCA . G. --. T. TT T. GCTTA... 
M. glandulosa (2) ... CT. T. ТА . T-—--- .7 ..6. GT. A. T T. G.. T. AC. ... CC... GT . T. ATG. TCA . G. --. T. TT T. GCTTA... 
M. glandulosa (3) ...CT. T. TA . T------ .7 ..G. GI. A. T T. G.. T. AC. ... CC... GT .T. ATG. TCA .G. -- T. TT Т.ССТТА... 
M. m brachykolos (LS) .C. CT. T. T. AC------ ааъ ОТАТ ТТА CG. 0 ... АТС ТА С. TT A. GCCTTCTT 
M. m. minor ...CT. T. T. T------- --.Т..ОТ.А.Т T7... T. C .. TC... GT ... ATG. CA . C. --AC. TT A. GCTTTC. T 
Site order 2222222222 2222222222 2233333333 3333333333 3333333333 3333333344 4444444444 4444445555 
2233455555 5667888889 9900000111 2223355555 5567777788 8999999900 1122333356 6889990011 
Species 5902712678 9260056783 4602348678 0340902356 7801267915 9013456767 1439023710 3474590823 
B. orientalis CAACTGTAAG TAAGCACC-G CCAAAA- TTA ACAATACATA GTTTTCCGGG CTTCAACTAG TCACAGTCTT ACTAATATAT 
O. major TG....A..A CG.. TITT-T ..GC. GGCCT ,AT. C------ --------- - T..A.CAC.A...A.T.T.. G..G...... 
5 boulengeri А 2.2252 ust ТТСАТ-С ... TT. GCCT . AT. C. TCGC AA. A... AA. T..A.C.C.A ... TTA. TC. ....G..... 
B. carinensis (1) . СТАС. A. GA .. C. TTTTTT T...G.C.CT ..GCCG. ТС. . ACC. TGA.. T.. A. TA. TC .T....... С GT...... СС 
В. carinensis (2) . СТАС. А. GA .. C. TTTTTT T...G.C. CT ..GCCG. TG. . ACC. T. A.. Те A TAME Tli. vC DT. 5 CC 
В. carinensis (3) . СТАС. А. СА .. C. TTTTTT T...G.C. CT ..GCCG. TG. . ACC. T. A. T.. A. TA. IC . T. ...... C GT. uu CC 
A. shapingensis . СТАС. A. GA . GC. TC. AAC . T.. G. C. CT GTGCCG. TG. ..CCCT. A.. T.. A. ТА. TA I... С GT..... CCA 
M. m brachykolos (HK) ..ТАС.А.бА . G. . TC. ААС ....G. C. CT . TGTCG. TG. .CCA. T. A... T. .GGTAA.A .T....... C GT. ..CTCCC 
M. omeimontis (1) - СТАС. A. GA . б. . ТСТААА TT..G. C. CT . TGTCG. TG. ..C.. T. A4. A TCCA. САТ... С GT..... ССА 
М omeimontis (2) - СТАС. А. GÀ . б. . ТСТААА TT..G. C. СТ . TGTCG. TG. ..C.. T.A.. T..A.CAA.. I Мәтен С GT..... ССА 
M.sp . СТАС. А, GÀ .G.. ТСТААС TT..G. C. CT . TGTCG. TG. .CC.. T.A.. T.. A. САА А: Т... А. ССТ: ССА 
М. caudoprocta . СТАС. А. GA . б. . ТСТААС TT..G. C. СТ . TGTCG. TG. . СС. .Т.А.. T.. AGCAA. А . T... AA..C GT..... ССА 
М glandulosa (1) .6. AC. . GG. .G... C. TTT T... G. C. CT . TECCGTTG. .CC....A.. ... T. CICCT CTG...... C 6.С....ССА 
M. glandulosa (2) .G. AC.. GG. .6...С.ТТТ T... G. C СТ . TGCCGTTG. .CC....A.. T. CTCCT CTG...... C 6.С....ССА 
M. glandulosa (3) .G. AC...G. .G...C. TIT T...G. C. ?T . TGCCGTTG. .CC.... A.. ... T.CTCCT CTG...... C б. С... . ССА 
M. m brachykolas (LS) -. TAC. A.G. . б. . ТСТААС TT..G. C. СТ . TGTCG. TG. . AC.. T?A.. Т..АСТАА. А .Т....... C GT..... CCG 
M. m. minor . СТАС. A. GÀ . б. . ТСТААС TT..G. C. СТ . TGTCG. TG. .СС..Т.А.. Т..АСТАА.. .T....... C GT. .... CCA 
Site order 5555555555 5555555555 5555555566 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 6666666666 
1222222233 3334556666 6778888801 1122222222 3333333334 4444444555 5555566666 6666777717 
Species 9012345656 7891892367 9450123433 8901245689 1234567890 1235679013 4568901245 6789012345 
B. orientalis GAGTTCAACC САСССТССОС GGGAAAACCT TAA--GGCCT GC-TCTTAAT TTACCCAGGC АААСАТТААС CAGTTAAAGT 
O. major . GAC. T.... .CT... A. A. А.Т...СТТА C.. —-AA.C C. TAT....C C.. TATTTAT -. ТТТАСТ. А ATAA.. GGCC 
5 boulengeri .GAC. T. GT A. TT... T. A AA. ТТТТТТ. C..---AA.. C.CGT..... C.. ТАТСТАА G. TGTACT. А ACAACTG. TC 
В. carinensis (1) -GAC. T... T TGT... T... ..АТСТСТТ. ...-ATCA.. TTA. ТССТС. A.CT. T.... CC. T. AACG. Т.АА.. ТСС. 
B.carinensis (2) .GAC. T... T TGT... T... .. ATCTCTT. ...-ATCA.. TTA. ТССТС. A.CT. T.... CC. T. AACG. T. AA.. ТСС. 
В. carinensis (3) .GAC. T... T TGT... T... ..АТСТСТТ. ...-ATCA.. TTA. ТССТС. А. СТ. T.... CC. T. AACG. T. AA.. TGC. 
A. shapingensis . GAC. T... T TGT... T... ..A. TT.. T. ...-ATCA.. TT-. T. A. C. .CTT..... А ТТ... САТ. T .. AA. . TGC. 
M. m brachykolas (HK) .САССТ..ТТ ТОТ..С.... ... TCT.. T. .ТТ-ТТТАТ. TTTC...C.C .CCT..... T ТТ...АСТ.. TTAA.CTTC. 
M. omeimontis (1) .GAC. T.. ТТ TGT. .. T... ..ATTTCTT. . TTATICA.. Т.Т....С.С CCCT. T... A CT...CCT. T T. AA. TTC-. 
M. omeimontis (2) .GAC. T.. TT TGT. .. T... ..АТТТСТТ. . TTATTCA.. T. T....C.C CCCT. T... A CT...CCT. T T. AA. ТТС-. 
M.sp . GAC. T... T TGT... T... ..A. TIC. T. . TTATTCAT. T. T... T.. CCCT. T... A CT...CCC. T T. АА. TCCC. 
M. caudoprocta .GAC. T.. TT TGT. T. T... ..A. TIC. T. .ТТТТТСАТ. T. T....T.. CCCT. T... ACT. T.. CC. T TTAA. TCCC. 
M. glandulosa (1) AGAC. Тб... TGT... TT.. ..A.C.C. TC.C. АТТТАТ. C.-. ТАА..С CCCT. T...G CC... AAT. T ТТТ..... C. 
M. glandulosa (2) AGAC. TG... TGT... TT.. ..А.С.С.ТС .C.ATTTAT. С.-.ТАА..С CCCT. T...G CC... AAT. T TTT..... C. 
M. glandulosa (3) AGAC. TG... TGT... TT.. ..A.C.C.TC .C. АТТТАТ. C.-.TAA..C CCCT.T...G CC... AAT. T TTT..... C. 
M. m brachykolas (LS) .GACCT.. ТТ AGT. .. T... ..ATTT..T. .ТТ-ТТТАТ. TTT....C.C -CCT. T...A TT... ACC. T TTAA. TT. T. 
M. m. minor . GAC. T.. TT TGT...T... ..ATTTC. T. .TICTICAT. T.T....T.. CCCT.T...A TE... CC. T T: AA. ТТТС. 
ite order 6666666666 6777777777 7777777777 7777777777 7777777777 7777777778 8888888888 8899999999 
i 7777888889 9000111112 2223344444 4455555666 6677777788 8888899990 0124455567 9900001222 
Species 6789012390 8234134564 5781212346 8903589035 7923567834 5678926890 1264906880 4801474035 
B. orientalis GACCTGTCCG ССАССАСААС AATAACCTTG CAACCAATTA CAGACATCGC АССТАСАА AAGTTCTAAA CGCTTCGGAG 
O. major T. GT. TAG. А TTGTA. TT. A TTAC--T. A. TT. GACGCCT . T. CAGC. TT ТАСТТ.. АТТ TGACCA. .. G TAA. AT. A.. 
T. СТ. TAG. А TTGTA. T.. A TCAC-- T. А. TTTGACGC. С . T. САС. . TG CACTT. .. TT T. AC. AC.. G TAACGT. ACA 
[arid a (D TGAT. TAAA. ... TA. G..C Т..С-.ЛСАА ...G. TGC.. TTAG..CTT. ТА. ТТСТТТ. -. ACCACC. G .. A. ATAA. T 
B. carinensis (2) ТОАТ. TAAA. ... TA. G..C Т..С-.АСАА ...G. TGC.. TTAG. .CTT. TA. ТТСТТТ. -. ACCACC. б .. А. ATAA. Т 
В. carinensis (3) TGAT. TAAA. ... TA.G..C Т..С-.АСАА ...G. TGC.. TTAG. .CTT. TA. TTCTTT. -. ACCACC. б .. A. ATAA. T 
A. shapingensis TGATATAAA, ... TA. G.. C T.. CT. ACAA ...G. GGC.. TTAGT. СТТТ CC. ТТСТТТ. -. ACCACC. G .. A. ATAA. A 
M. m. brachykolos (HK) Т. АТААААС. ... ТАСА. .C T. . TTA. C. A T. .A.. GC... TTAG.. CTTA TT. TTCTTT. -. ACCACC. С ..А. АТАА A 
M. omeimontis (1) TGATAAAAG. ...ТА.6..С T.. T. 4A.C. A...6..6C.. ТТАб..СТТ. CT. TICTIT. -. ACCAC..G .. A. ATAA. A 
M. omeimontis (2) TGATAAAAG. ... TA.G..C T.. T. A.C. A ...6..GC.. TTAG..CTT. CT. ТТСТТТ. -. ACCAC..G .. A. ATAA. A 
M sp TGATAAAAG. ...TA.G..C Т..С.А. С.А ...6..GC.. ТТАб..СТТ. CT. ТТСТТТ. -. АССА. С.б .. A. ATAA. A 
M caudoprocta TGATAAAAG. ... TA.G..C T..C A.C. A ...G..G6C.. TTAG..CTT. CT. TICTIT. ~. ACCA. CGG .. A. ATAA. A 
M. glandulosa (1) Т-АТАТ. АА. ...ТА. А. ТС Т. .СТТТС. А ...0..0С.. TTAG..CTT. СС. ТТСТТТ. -. АССАСС. б ..А. . Т.А. С 
М glandulosa (2) Т-АТАТ. AA. ...ТА.А.ТС Т..СТТТС. А ...6..GC.. ТТАС. .СТТ. CC. ТТСТТТ. -. АССАСС. б ..А..Т.А. С 
М. glandulosa (3) Т-АТАТ. АА. ...TA.A. ТС T.. CTTTC. A ...G..GC.. TTAG.. СТТ. СС. ТТСТТТ. –. АССАСС. б ..A.. T. A.C 
M. т brachykolas (LS) T. ATAAAAG. ...TA. A. TC T.... A.C.A ...6..GC.. TTAG.. СТТ. CT. ТТСТТТ. -. АССАСС. С .. A. АТАА. A 
M. m. minor TGATAAAAG. ... TA.G..C T.. T. A.C.A...G..GC.. TTAG..CTTA TT. ТТСТТТ. -. АССАСС. б ..A.. T. A. À 
图 1 Яғ 8 种 СИЯ) 125 和 165 rRNA 基因 片段 序列 比 对 后 的 320 个 变异 位 点 


Fig.1 320 variable sites of sequences pair-wised of mitochondrial 125 and 165 rRNA 
genes from eight species (subspecies) of Megophryinae 


， 为 一 致 性 位 点 ,? 为 不 确定 位 点 ，- 为 插 人 缺失 位 点 〈《， Identical,? Missing, - Indel). 
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R2 AESP ( 亚 种 ) 125 30 165 rRNA 基因 片段 序列 Kimura 2-parameter 距离 (成 对 比较 时 去 除 插入 缺失 ) 
Table 2 Kimura 2-parameter distance among mitochondrial 125 and 165 rRNA genes from eight species 
(subspecies) of Megophryinae with indel deleted in each pairwise comparison of sequences 


物种 Species 1 2 3 4 5 6 
1 В. orientalis 
2 0. major 0.230 


3 S. boulengeri 0.230 0.129 


4 B.carinensis (1) 


0.215 0.199 0.226 


5 B.carinensis (2) 0.214 0.198 0.225 0.001 


6 B.carinensis (3) 0.214 0.199 0.224 0.001 0.000 
7 A .shapingensis 

8 М.т. brachykolos (HK) 
9 М. omeimontis (1) 

10 M . omeimontis (2) 

11 M .sp 

12 M . caudoprocta 

13 M . glandulosa (1) 

14 М. glandulosa (2) 

15 M . glandulosa (3) 

16 M. m.brachykolos (LS) 


17 M.m.minor 


2.2. 物种 系统 进化 关系 

图 2 中 左 为 用 NJ 法 选用 Kimura 2-parameter 模 
型 、 驱 除 插 入 缺失 和 不 定位 点 所 得 系统 进化 关系 
树 ， 右 为 用 最 大 简约 法 所 得 系统 进化 关系 树 。 两 种 
方法 的 分 析 结 果 一 臻 表明， 内 群 的 14 个 样本 聚 为 
单 系 群 ， 其 结 点 的 自 展 检验 值 (BSP) 很 高 ， 均 达 
到 100%; 其 中 3 个 物种 即 峨 眉 角 蟾 、 宽 头 短 腿 蟾 
和 腺 角 蚁 有 多 个 个 体 ， 它 们 都 各 目 聚 为 一 支 ， 其 结 
点 BSP 都 达到 100%。 在 内 群 的 8 种 ( 亚 种 ) 中 ， 
首先 分 出 的 是 腺 角 蟾 ， 这 表明 它 与 其 余 物 种 的 进化 
关系 最 远 ; OAE А 37у — 30, Жж 
二 者 之 间 有 较 近 的 杂 缘 关系 ; 余下 的 5 种 ( 亚 种 ) 
97—236, ЕВ УА УМ ЖІ)” 
ЕЕВС 6, IREA., АЯ НАШ 
Ж. ЕЛІН КЕНИЯ PHR, JS PPA 
化 关系 明显 最 近 。 


3 i it 
3.1 12S 和 16S rRNA 基因 在 动物 系统 学 中 的 应 
用 


很 多 研究 常常 应 用 125 和 165 rRNA 基因 来 分 


0.221 0.218 0.232 0.064 0.063 0.063 


7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 


0.217 0.225 0.241 0.103 0.102 0.102 0.086 

0.217 0.204 0.231 0.085 0.084 0.083 0.076 0.066 

0.213 0.201 0.228 0.082 0.081 0.081 0.074 0.062 0.003 

0.213 0.206 0.232 0.083 0.082 0.082 0.072 0.064 0.023 0.020 

0.223 0.213 0.238 0.091 0.089 0.089 0.082 0.067 0.034 0.030 0.012 

0.209 0.224 0.243 0.110 0.109 0.109 0.104 0.116 0.106 0.103 0.100 0.108 

0.209 0.224 0.243 0.110 0.109 0.109 0.104 0.116 0.106 0.103 0.100 0.108 0.000 

0.206 0.223 0.242 0.109 0.108 0.108 0.103 0.115 0.105 0.102 0.098 0.107 0.001 0.001 

0.211 0.220 0.227 0.090 0.090 0.090 0.080 0.041 0.043 0.039 0.043 0.045 0.102 0.102 0.101 

0.212 0.217 0.236 0.082 0.081 0.081 0.074 0.052 0.028 0.024 0.020 0.026 0.104 0.104 0.102 0.038 


析 比 较 高 级 的 分 类 阶 元 如 科 级 间 的 系统 发 生 关系 
(Нау et аі, 1995). #9581, 125 和 165 rRNA 
AED TE В Е ВЕР АО ЧЕ ВЕ. ТЕЕ К АЈ 25 
异 ， 甚 至 能 检测 到 种 内 个 体 间 的 差异 ， 并 能 很 好 地 
反映 它们 的 系统 关系 。 这 与 Jiang & Zhou (20012, 
b) 报道 的 125 rRNA 基因 在 蛙 科 内 亚 科 、 属 和 种 间 
的 研究 情况 相似 。 因 此 ， 应 用 这 两 个 基因 研究 较 低 
分 类 阶 元 的 系统 关系 是 适宜 的 。 
3.2 角 蚁 亚 科 部 分 属 种 的 分 子 进化 关系 

关于 角 蟾 亚 科 部 分 属 种 的 分 子 进化 关系 ，Liu 
& Yang (1994) 依据 同 功 酶 电泳 资料 认为 ， 与 峨眉 
вни, жя [ei XC DJ EI SL Я US 
(M .lateralis )。 有 关 这 两 个 种 的 问题 详 见 Fei & Ye 
(20000, 后 同 ] 5 Ai EB 5E Jm у EG Xd HB OW 
(B.feae) 进化 关系 较 近 ; Rao & Yang (1997) Ж 
фл DC D ИЗЕН ЈА £6 LA, [8] — 
组 ; MENATA RRR E A 8 НАЛЫ VI Rp E 
(ЖӘН, НИЯ, FAH 
ВЕЕ P E; VP PES АОИ ІЛ (图 2). 

AH CUR TEOÉ RT ЧУ ЕРИН ДЕ Е ОРУ ЕБІ 
(Li et a1,1993,1996;Li & Ни, 1996; іи & Yang, 
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ER 


M.sp 















M.caudoprocta 


M.m.minor 


A.shapingensis 
B.carinensis (1) 
B.carinensis (2) 
B.carinensis (3) 
M.glandulosa (3) 
M.glandulosa (1) 
M.glandulosa (2) 
Q.major 

S. boulengeri 


B.orientalis 


M.omeimontis (1) 
M.omeimontis (2) 
M.m.brachykolos (HK) 无 资料 Мо data 
M.m.brachvkolos (LS) 


TRES KAIR  Ag-NORs 
模式 ”的 位 置 [SX 


Karyo- Position Position 


type ofSC of Ag-NORs 
无 资料 Мо data 93 
无 资料 Мо data 
5+8 6p 6p 72 
5+8 6 93 
а oq 100 
无 资料 Мо data 76 14 
5+8 lq 14,24 
50 54 |100 
5+8 lp* lp* 
100 
100 
6+7 5p Sp 100 
87 
6&7 6  6q 
67 2p 2p 100 


图 2 ARER SER (Н) 的 系统 进化 关系 
Fig.2 Phylogenetic relationships of 8 species (subspecies) of Megophryinae 
左 为 Nj 法 ， 右 为 MP 法 。 图 中 数字 为 自 举 检验 置信 值 ，NJ 法 中 1000 重复 ，MP 法 中 100 重复 。 中 部 为 
染色 体 数据 ，* RRRS (B.feae) 资料 〈 自 李 树 深 等 ，1993) 。 
The left is from NJ method, and the right is from MP method. Numbers on the tree represent confidence values 
from bootstrap test, which 1 000 replicates in NJ and 100 in MP. The middle columns are the karyotype, and the 
position of SC and Ag-NORs, and х is of В. feae (from Li et al, 1993). 


1998; Wu, 1987; Zeng & Wu, 1989; Morescalchi, 
1973; Morescalchi et al, 1977 ; Schmid et аі, 1987; Rao 
& Yang, 1997) , 核 型 模式 有 6+7 和 5+8 二 种 类 型 。 
AE SCR ft e CRUS CUBE 6+ 7 2/8789, 1930 BR S 
v PERS LINES SETS A ҮННЕН ЕЛА 5+ 8 类 
型 。5+8 模式 是 6+7 模 式 通过 不 等 易 位 形成 的 
( Morescalchi , 1973; Morescalchi et al ,1977) 。 这 表明 
腺 角 蚂 的 核 型 处 于 原始 状态 ,在 一 定 程度 上 文 持 本 
文 的 分 子 进 化 分 析 结 果 ( 图 20 , ВВЕ EI 7o 5 
他 物种 分 开 ; 因此 ,不 支持 Као & Yang(1997) 把 峨 
АВ 55 Rn ff S UH SR — 2H 

在 核 型 为 5 8 EAKA Н, KARA Ag- 
NORs 多 出 现在 第 5 号 或 第 6 号 染色 体 上 ， 大 多 数 
HALER 1 Ag-NORs,. ИЕЛІ КӨЛЕ 
(ЕЕ) WRR, KAA 
Ag-NORs 均 出 现在 1 E HI p, АРБ 
2 对 Ag-NORs， 分 别 位 于 第 1 号 染色 体 长 辟 近 看 丝 
粒 区 域 (ағ) 和 第 2 号 染色 体 长 辟 近 着 丝 粒 区 


域 (2475) (Li & Hu, 1996), BAX, Aib ue 
АРРА SEHE LP 5 + 8 НУ ТЖ, 
物种 中 较为 特 化 ， 有 和 较 近 的 进化 关系 。 这 显然 不 文 
持 Rao & Yang (1997) у ( (635, ЖІИЛЕШЕЛЕ) 
RER) 式样 的 进化 关系 树 ， 而 与 本 文 分 析 结 果 
一 致 ， 即 这 两 个 物种 聚 为 一 支 ， 然 后 与 其 他 物种 构 
成 的 另 一 文成 为 姐妹 群 (图 2)。 
3.3 ” 角 蜂 亚 科 部 分 属 种 的 分 类 学 问题 

本 文中 的 短 肢 角 螨 为 Inger & Romer (1961) 
所 定 新 种 ，Ye & Fei (1995) 依据 形态 特征 分 析 认 
为 它 是 小 角 蛤 的 三 个 亚 种 之 一 ， 同 时 把 广西 的 小 角 
蟾 归 隶 该 亚 种 即 短 肢 亚 种 ; 另 两 个 分 别 是 新 亚 种 即 
宾 川 亚 种 М. т. binchuanensis Ye et Fei 和 指名 亚 种 
M.m.minor, Ы 4k 3: Л.Ж) ЛХ 98. Dubois & 
Ohler (1998) 把 这 3 个 亚 种 提升 为 种 级 ， 并 被 
Amphibian Species of the World (version 2 online, 
Frost, 2002) 采纳 。 根 据 上 述 作者 的 描述 和 我 们 对 
实物 标本 的 查看 ， 我 们 认为 恢复 短 肢 角 蟾 为 有 效 种 


4 期 


LEFF: 基于 线粒体 125 和 16S rRNA 基因 部 分 序列 的 角 蟾 亚 科 部 分 属 种 的 系统 发 育 关系 


ПППП http//www.cqvip.com 


247 





是 适宜 的 。 本 文 的 分 子 系统 关系 (图 2) 和 遗传 距 
离 〈 表 2) 也 支持 它们 是 不 同 的 种 。 

本 文 短 及 角 骑 中 两 个 地 理 种 群 即 广西 龙 胜 种 群 
和 香港 种 群 间 的 分 子 系统 关系 很 近 ， 它 们 首先 相聚 
为 一 文 (图 2)， 这 在 一 定 程度 上 支持 Ye & Fei 
(1995) 把 它们 归 为 同一 亚 种 的 观点 。 同 时 ， 这 两 
个 种 群 间 的 遗传 距离 为 0.041 ( 表 20, 与 种 间 的 遗 
传 距 离 相 近 ， 例 如 它 与 小 角 蟾 的 遗传 距离 为 
0.038, ЈН 0.039 和 0.043。 这 提示 短 肢 
角 电 的 这 两 个 种 群 间 的 遗传 分 化 可 能 达到 种 级 。 我 
们 将 从 形态 学 上 进一步 研究 他 们 之 间 的 关系 。 

本 文 依据 线粒体 125 和 16s 基因 部 分 序列 数 
据 ， 采 用 NJ 法 和 MP 法 构建 的 系统 关系 树 (图 2) 
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